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　　　Serum　vitamin　B12　binding　proteins，　transcobalamin工and　transcobalamin　H（TC　I＆TC工1），　are
known　tQ　be　persent　in　normal　human　serum　and　the　presence　of　a　third　B12　binder　was　reported　re．cently．
　　　In　the　present　report，　analyses　of　these　B12　billding　prQteins，　especially　Qf　TC　I　and　TC工工1，　in　a
variety　of　hematological　disorders，　in　particular　in　chronic　myeloproliferative　disQrders，　were　carried　out．
The　methods　used　were　determination　of　the　acid－lesistant　B12　binding　capac玉ty（ARBC）of　Gilbert，　con－
tinuous　concave　gradient　elution　analysis　on　a　DEAEC　column，10w　pH　range　isoelectric　focusing　and
a伍nity　chromatography　using　B12－Sepharose　of．　Allen　and　Majerus．
　　　The　following　results　were　Qbtained＝
　　　　1）ARBC　determination　disclosed　marked　elevations　in　sera　of　chronic　myelogenous　leukemia（CML）
and　pQlycythemia　vera（PV），　as　3629±1169　pg／mZ，1271±541　pg／mZ，　r．espectively，　compare．d　to　the　normal
levels　of　165±38　pg／mJ．
　　　2）Analyses　of　isoprotein　moiety　on　DEAEC　column　chromatography　have　disclosed　that　CML－TC
Ieluted　as　a　single　steep　peak　at　the　highest　salt　concent．ration，　whereas　the　PV－binder　havillg　TC　III
characteristics　eluted　much　earlier　giving　ri．se　to　multiple　peaks　betwe．en　elution　positions　of　TC　II　and
TCI．
　　　3）These　two　binders　were　analysed　by　low　pH　range　isoelectric　focusing，　which　revealed　low　pI
values　for　CML－TC　I，　pl　2．89，3．25，　and　slightly　higher　pl　values　for　PV－binders　corresponding　to　the
results　Qbtained　by　DEAEC　cQlumn　chrom母tography，
　　　4）The．　same　results　were　also　we11　co．n丘rtned　on　the　purified　preparations　obtained　after　a伍nity
chrornatography　on　a　B12rSepharose　column，　indicating　that　these　two　kinds　of　B12　binding　proteins　are
indeed　isoproteins　having　similar　molecular　size　but　dif〔erent　charge　characteristics．
　　　It　is　p．ostulated　that　the．盆bnormally　increased　serum　B12　binding　proteins　with　acidic　isoelectrie　points．
may　be　derived　froIn　difEerent　stages　of　maturation　of　myelogenous　leucocytes　and　may　be　speci丘cally
ass．ociated　with　particular　diseased　states∫ηη勿。．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　Novelnber　9，1979　and　accepted　November　26，1979＞
　　　　　　　　　　　　　　　　　1　緒　　言
　Vitamin　B12（B12と略す）1よ生体の造血細胞を始め，各
種の細胞において細胞代謝，主としてDNA合成．系におけ
る補酵素として重要な役割を果している1）．しかしながら，
B．12は生体内では生合成されず，従って微生物によって生
成される微量のB12を食物内より効率よ．く吸収利用せざる
をえない．分子量1，355で．多くの同族体を有するB12を特
異的かつ，効率的に吸収し，担送，貯蔵するために各．生体
はそれぞれ巧妙な仕組みを有している，人体では，B12は
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胃液中の内因子（IF）2）を介して腸管より吸収され，流血中
へ入り，体組織へと分布するが，体内でこれら微量のB12
は特異的なtransport　proteinと結合して存在する．従
来，人血清中には2種類の異なったB12結合蛋白trans－
cobalamin　I，　II（各々，　TC　I，　TC　I工と略す）が存在す
ることが認められてきた3）．慢性骨髄性白血病ではTC
工の著しい増加のみられることがHall　and　Finkler4），
Mendelson　6’磁5）により報ぜられ，　Natori6）はこの場合
のTCIの分析を詳細に行った．近年，真性多血症の血中
における“polycythemia　vera（PV）一binder”が報告され7），
さらに下馬帯血中での“fetal　transcobalamin（FTq”また
は“cord　binder”の存在も認められた8）．さらに白血球中
のB、2結合蛋白“1euc・cyte　binder（LB）”の報告9）もあ
り，最近は新しいentityとして第3の血中B12結合蛋白
“transcobalamin　III（TC　I工1）”の存在も報告10・11）される
にいたっている．したがって既存のTCIおよびHの分
類とこれらのbinderの異同性が問題とされてきた．
　他方，Dameshek12）は骨髄細胞の1系統ないし多系統の
種々の特発生増殖状態を総括する名称として骨髄増殖性疾
患群（myeloproliferative　disorders）あるいは骨髄増殖
性症候群（myelQproliferative　syndrome）なる名称を提
唱した．本症候群は慢性症と急性症にわけられ，慢性症で
は真性多血症，慢性骨髄性白血病，骨髄硬化症および血小
板増多症が含まれ，このような呼称はこれら疾患群が相互
に種々の程度に組み合わされ，また移行しあう点できわめ
て便利な概念といえよう．
　ところでこれら慢性の骨髄増殖性疾愚痴ではしばしば，
血中のB12結合蛋白の変動がみられることが知られてい
る．しかし，各疾患によって如何なるbinderの組成変化
があるかは必らずしも明確でなく，既存のbinderとの異
同性も不明である．このような目的から慢性骨髄性白血病
および真性多血症をえらび血中B12結合蛋白の分析を行っ
た．現在，TCの分離，定量，同定には各種の煩雑な分析
方法9・13僧15）が用いられているが，臨床上，簡便，迅速にこ
れらTC　subfractionの同定を行いうるscreening法の
必要性が強調されるのでacid　resistant　B12　binding
capacity16）の意義を検討した．これに平行して本疾患群
における各種B12結合蛋白の分離，同定をcontinuous
concave　gradient　elution法によるDEAE－cellulose
（DEAE－Cと略す）column　chromatography，低pH域
等電点分画法およびB12－SepharQse　column　a雌nity
chromatographyにより行い，これら疾患時のB12結合蛋
白の生化学的特性およびその疾患生理的意義につき若＝Fの
知見を得たので報告する．
2　実験材料および方法
2・1　実験材料
　2・1・1　血清，白血球試料の採取および分離
　健常者15例，慢性骨髄増殖性疾患として慢性骨髄性白血
病（CML）10例，真性多血症（PV）7例を選び，さらに対照
疾患として鉄欠乏性貧血（IDA＞10例についてそれぞれ抗
凝固剤を使用せず採血し，贋帯血10例については分娩直後
の臣民より採血し，室温で30分放置し，3，000r．p．m．15分
遠沈し，上清を分離した．血清は直ちに使用あるいは使用
まで一20℃に保存した．また，健常者およびCMLの一
部症例につき，末梢血より白血球を分離し白血球B12結合
蛋白（LB）の抽出を行った．白血球分離はB6yum17）の方
法に準じたが，IsopaqueにかえてUrogra丘n（sodium
and　methylglucamine，3，5－diacetamide，2，4，6triiodo－
benzoate）を使用した．採血後，抗凝固剤として，　pH　7．4，
2．7％EDTA　5容を95容の血液に加えた．別に6％Dex－
tra11－Urogra丘n溶液（20：10）を調製し，その3rnJを内径
13mmのガラス試験管にとり，これに上記血液2mJを重
層し，4℃で静置し，赤血球が試験管底部に沈澱後，白血球
を含む血漿層を分離した．これを生理食塩水により3回洗
蘇し，同液中で3，000cells／mm3の濃度の細胞浮遊液を調
整した．この白血球浮遊液をdryice－acetone此中で凍結
融解を5融くり返し，ついで105，000×gで1時間遠沈し，
その上清をLB分析用試料とした．また，　a缶nity　chro－
Inatography用の試料は健常者および未治療のPV症例，
各々よりACD液添加採血bag（Terumo試製）により採
血し，血漿を遠心分離した．CML症例ではheparinizeさ
れた100nlZ注射筒で採血．し，30分以内に遠沈，血漿を分離
した．CML血1漿はさらに，　protamine　sulfateにより
heparinを中和し，凝集した飾rinを3，000　r．P．m．，15分
間，遠沈分離し，上清の血清を分析用試料とした．
　2・1・257Co標識cyanocobalamin（57Co－CNB12）
　B12結合蛋白の標識には57Co－CNB12（Radiochemical
Centre，　Amersham，社製），比放射活性90．09～185．2μC∀．
μgを非放射性CNB12で希釈し，2．5　n9／m‘の溶液とし
て使用した．放射活性の測定はwell　type　autogam－
macounter（LKB官製Wallac　80000，3×3inches　Na工
scintilation　cry tal）で行った．
2・2実験方法
　2・2・1不飽和B12結合能（unsaturated　B12　binding
　　　　　capacity；UB12BC＞の測定法
　UB12BCの測定はl　Gottlieb法18）によりalbumi皿一
coated　charcoal法で行った．すなわち，生理食塩水2m♂
に血清。．5m♂を加え，さらに57Co－CNB12（2．5　ng／mZ）1m♂
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を添加，よく混和し，37℃，30分incubateした後，　albu－
min－coated　charcoa12m♂を加え，さらに転倒混和し，
過剰の遊離B12を吸着し，遠沈した上清の放射活性を測定
し，UB12BCを計算した．
　2・2・2酸抵抗性B12結合能（acid　resistant　B12　bind－
　　　　ing　capacity　3　ARBC）の測定法
　ARBCの測定はGilbert法16）に従い，生理食塩水1．5
m♂に試料0．5m♂を加え，さらに1／4NHCIO．5mZを加
え，約10秒間混和した後，57Co－CNB12（2．5　ng／mZ）1m1
を加え，さらに良く混和し，37℃，30分間incubateし，そ
の後，albumin－cQated　charcoal　2　m1を加え，転倒混和し，
3，000r．p．m．，15分間遠沈し，上清の放射活性を測定し，
ARBCを計算した．
　2・2・3Gel濾過法
　Ge1濾過は1MNaClを含む0．1　M　Tris－HC1緩衝液
（pH　8，0）を用い，　molecular　sizeの測定のための分画に
は主にSephadex　G　200　column（2．5×100　cm）を使用し，
12m♂／hrの流速で溶出を行い，3m♂／tubeずつ分画採取し
た．全column操作は40Cの氷室で行った．　Columnの
void　volume測定にはBlue　Dextran　2000（Pharlnacia
Fine　Chemicals）を使用し，各分画につき波長280　nm吸
光度および57Co放射活1生を測定した．また，試料とは別
に各種marker　proteinを添加，分画し，　Determan　and
Miche119）の式により蛋白のmolecular　sizeを算出した．
また，ARBC組成の検討では同一緩衝液を用い，　Sephadex
G200　column（2．5×60　cm）を使用し，12　m♂／hrの流速
で溶出を行い，3m！／tubeつつ分画採取，または，　Ultrogel
AcA　34（LKB社製）column（2．5×40　cm）を使用し，21．3
m♂／hrの流速で溶出を行い，3．55　m〃tubeずつ分画採取し
た．．各分画につき57CQ放射活性を測定した．
　2・2・4DEAE－cellulose（DEAE－C＞column　chro・
　　　　matography
　Continuous　concave　gradient　elution法による
DEAE－C　column　chromatographyにはmicrocrystal・
lihe　form　DEAE－C（Whatman社製，　DE－52）を使用し
た．まず0．5NHC1，0．5NNaOHで交互に処理し，さら
に，蒸留水で充分洗等し，degassingの後，　starting　bu鉦er
中で24時間平衡化し，小cohmn（1．5×16　cmRこ充填し，
同緩衝液で洗い，溶出液のpHおよび比伝導度を測定し完
全に平衡化したことを確認して使用した．Continuous
concave　gradient　elution法に関してはBaumstark20）
に従い，0．1Mpotassium　phosphate（pH　8．3）をstarting
buEer，0．8　M　KH2PO4をlimiting　buEerとし，　gradient
former“Autograd”（Technicon官製）により濃度勾配
を作成，試料をstarting　buEerに対して透析後，　column
に添加，流速26m〃hrで溶出し，8m♂ずつ分画した．溶出
後，各分画につき，波長280nm吸光度，57Co放射活性，
pH，比伝導度を測定した．
　また，簡便法としてのDEAE－C　baby　columnを用い
たrapid　elution法についてはRetief法14）の山本，福田
変法21）に従った．すなわち，DE－52を0．02　M　phosphate
buffer（pH　6．3）中で充分平衡化した後，　column（1．5×18
cm）に充填し，試料は57Co－CNB12とincubateした後，
遊離B12をalbumin－coated　charcoalで吸着除去し，さ
らに0．02Mphosphate　bufferに対して24時間透析した
ものをcolumn上端に重層し，吸着後，0．06　M　phosphate
buffer（pH　6．3）で溶出し完全に放射活性のなくなるまで
溶出し，次いで1MNaClで溶出を行った．流速は48
mZ／hrで2．4　m〃tubeずつ分画した．各分画につき57CQ
放射活性を測定した．
　2・2・5　低pH域等電点分画法
等電点分画法はVesterberg　and　Svensson22）の方法に
より，LKB　8101，110　m♂，等電点分画column（LKB社
製）を用い，庶糖連続濃度勾配（0％～50％）中で，carrier
ampholytesとしてpH　2．5－4域Ampholine（LKB社製）
を終濃度0．5％として添加し，分画を行った．Dense　elec－
trode　solution（陽極）に1MphQsphoric　acidを添加，
light electrode　solution（陰極）にpH　2．5－4域Am－
pholineを使用した．最初，試料を添加せずに，4。C，600V
で24時間prefocusingを行い，次いでmarker　dyeと
してmethyl　redを少量含む，蕉糖濃度25％に調節され
た試料を細いTe且on　tubeでcolumn中央（庶糖濃度
25％に相当）に静かに添加し，さらに48時間泳動を行っ
た．泳動後，methyl　redがIII畠狭い明瞭な分離帯を形成し
ていることを確認した上で，column下端より2mZつつ
分画採取し，各分画につき57Co放射活性，　pHおよび波
長280nn1吸光度を測定した．　pH測定はpHメーター
（Beckman社製，　Expandomatic　SS－2）を使用し，4。Cで
測定した．
　2・ ・6　A伍nity　chromatographV
　A鐙nity　chromatographyはおおむねAIIen　and
Majerus23）の方法に準じて行った．すなわち，　CNB12を
塩酸で加水分解し，CNB12のmQnQcarboxylic　acid　de－
rivativeを調整し，　ligandとしては山田ら24）に準じ，1，6－
diaminohexaneをspacerとして共有結合させた市販の
AH－Sepharose　4B（Pharmacia　Fine　Chemicals社製〉
を使用して，1－ethy1－3一（3－diethylaminopropyl）carbodi－
imideを用い，上記のCNB12　derivativeをcouplingさ
せ，B12－Sepharoseを作成した．　B12－Sepharoseはgel
lm♂当りCNBI20，19μMを結合したものを0．9×5c皿の
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小colUmnに充填し，使用した．　Columnの溶出液とし
てはTC工1がUB12BCの主体を占める健常人血漿では
Table　1に示すごとく，Allen　and　Majerus23）のTC　II
分離用溶出液を用い，PVおよびCML試料については結
合蛋白のpl，分子量，抗原性などの類似性よりTable　1に
示すごとく，Allen　and　Majerus23）のgranulocyte　bind－
er分離用の溶出液を使用し，溶出液量はcolumn　volume
に比例し，調整し，流速はAllen　and　Majerusの言己載に
従った．また，CML，　PV試料の溶出の場合，初回の7．5　M
guanidine－HCI緩衝液溶出（1）の19時間後，同緩衝液で
溶出（II），さらに22時間後，同様の溶出（1工1）をくり返し
て回収を計った．
3　成　　績
3・1　慢性骨髄増殖性疾患群におけるUB12BCおよび
　　ARBC
　3・1・1各種試料におけるUB12BCおよびARBC測
　　　　定値
　健常者，PV，　CMLおよび鉄欠乏性貧血症例および贋帯
血血清のuB12BcおよびARBcの平均値はFig．1の
ごとくであり，健常者ではUB12BC　1181±56　pg／mZ
（Mean±S．　D．），　ARBC　164±38　pg／mJ，　ARBCIUB12BC
（％）139±2．8％であるが，CMLではUB12BC　4，230±
1，053pg／m♂（p＜0．01），　ARBC　3，629±1，169　pg／m♂（p＜
o，01），ARBCIUB12BC　85，8±7．4％（p＜o．01）とUB12BC
およびARBCの異常高値を認めた．また，　CMLの寛解
期ではUB12BC　920±146　pg／m♂，　ARBC　272±89　pg／mZ，
ARBCIUB12BC　29．6±6．8％とUB12BC，　ARBC共に低
下し，同時にARBCIUB12BCの比率も低下を示した．
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Fig，1　Serum　UB12BC　and　ARBC　of　normal
　　　　control，　cord　serum　and　cases　with
　　　　various　hematologic　diseases．
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PVではUB12BC　2，227±656　pg／mZ（p＜0．01），　ARBC
1，271±541pg／mZ（＜0．01），　ARBC／UB12BC　57．1±9ユ％
（p＜0．01）とUB12BC，　ARBC共に増加を示し，　ARBC／
UB12BCの比率も高値を示した．一方，32P使用によるPV
の治療例では，UB12BC，　ARBC共に闇値を示し，　ARBC／
UB12BCの比率も正常値であった．騰帯血血清では
UB12BCはほぼ正常値を示すが，　ARBCは469±169　pg／
m1とやや高値を示し，　ARBC／UB12BCの比率も若干，高
値を示した．一方，鉄欠乏1生貧血症例ではUB12BC，　ARBC
共に正常値を示した．
　3・1・2ARBCのge1濾過法およびDE－52　column
　　　　　rapid　elution法による分析
　ARBCの本態を分析する目的で，　ge1濾過法，　DE－52
columnによる分析を試み，　UB12BCの分画態度と比較し
た．まず，血清を57Co－CNB12にて飽和した後，　Sephadex
G200　column（2．5×60　cm）にてge1濾過およびDE－52
column　rapid　elution法を行い，　UB12BC中における
TC　I，　TC工1に溶出する分画の比率を検討した．また，
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同時に，ほぼ同量の試料に酸処理を行いARBCとし，
UB12BCの場合と同様にgel濾過法，　DE－52　column
rapid　elution法で分画し，そのTC　I，　TC　II分画の比率
をUB12BCの結果と比較した．健常者血清の例ではFig．
2のごとく，酸で未処理の血清（UB12BC）のgel濾過によ
る分画上，16％がTC　Iの溶出分画に，84％がTC　IIの
溶出分画に出現し，一方酸処理を行った同血清（ARBC）で
はTC　II分画には57Co－CNBユ2放射活1生が全くみられ
ず，TC　Iのpeakのみが認められた．さらに，同様に処
理された試料，UB12BCおよびARBC試料をRetief法14）
によるDE－52　column　rapid　elution法で分画すると，
酸で未処理のUB12BCでは21％が1MNaClにて溶出さ
れるのTC　I溶出部位に出現し，79％が0．06Mphosphate
bu旋rで溶出されるTC　II分画に出現した．酸処理を行
ったARBCでは逆に，　TC　Iの分画に59％が溶出し，
TCII相当分画に41％が溶出し，　TCI工1の特性を有する
結合蛋白の存在を示唆した．また，CML血清（Fig．3＞で
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　　　　（UBユ2BC）and　acid－treated（ARBC）B12　binding
　　　　proteins　Qf　normal　serum．　A）Gel　filtration
　　　　on　Sephadex　G　200，　B）Rapid　DE－52　elution
　　　　method．
　　　○一〇一〇：U■treated，｝●一●＝Acid－treated．
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Fig．3　Comparison　of　elution　pro丘les　of　untreated
　　　　（UB12BC）and　acid－treated（ARBC）B12　binding
　　　 proteins　of　CML　serum．　A）Gel丘1tration
　　　　on　Sephadex　G　200，　B）Rapid　DE－52　elution
　　　　method．
　　　○一〇一〇＝Untreated，●一●一●：Acid－treated．
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はgel濾過上，　UB12BCの53％はTC工分画に，47％は
TC　II分画に溶出し，　ARBCでは健常者血清と同様，　TC
II分画の溶出はみられず，　TC　I分画にのみ溶出した．一
方，DE－52　column　rapid　elution法による分画では，
UB12BCの42％がTC　I分画，58％がTC　II分画に溶
出し，また，ARBCではTC　I分画に85％が溶出し，15％
がTC工1分画に溶出し，　TC　III様分画の存在を示唆し
た．同様に，PV血清（Fig．4）ではgel濾過上，　UB12BC
の55％がTCI分画に，45％がTCII分画に溶出し，
一方，ARBCでは健常者，　CMLの試料と同様，　TC　Hの
分画はみられず，TC　Iの分画のみであった．　DE－52　col－
umn　rapid　elution法ではUB12BCの23％がTC　I分
画に，77％がTC　II分画に溶出し，　ARBCでも同様に
TCIに22％が溶出し，TCII分画には78％が溶出し，
PV血清中ではge1濾過上，分子量の大きいTC　I分画
に溶出されるB12結合蛋白の約80％がTC　IIIの性格を
有する“PV－binder”であろうと推測される．これらの実
験結果より酸性条件下においてはTC　IIのB12結合能は
ほぼ完全に阻害され，ARBCはUB12BCのうちTC　Iあ
るいはTC　IIIの活性を示すのではないかと推測される．
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しかしながら，酸性条件下でTC　IIがaggregateし，　TC
工あるいはTC　III様分離態度を示す可能性，あるいは酸
性条件下におけるTC工1のB12結合態度の変化などを再
検討する目的で，さらに，次の実験を行った。まず，健常
者およびCML血清をUltrogel　AcA　34　cQlumnで分画
し，各分画につきUB12BCおよびARBCを測定し，両
者を比較，検討した．健常者血清ではFig．5－Aのごとく，
UB12BCのpeakは既述の57Co－CNB12標識後のgel濾
過の所見と一致し，TC　Iの小peakとTC　IIの高い
peakが認められる，しかし，同じ各分画につぎARBCを
検討するとTC工peakにのみARBC活性が認められ，
TC　II　peakには認められない．同様に，　CML血清IFig．
5－B）のUB12BC活性ではTC　IおよびTC　IIの二つの
peakを認めるが，　TC　Iが主体を占めている．これらの
各分画のARBC活性を測定すると，健常者血清の例と同
様にTC　IIのpeakにはARBC活性は全く認められず，
TC　Iのpeakにのみ一致してARBC活性が認、められ
た．また，このARBC活性はUB12BCより若干（約20％）
高値で った，これらの実験結果より，ARBCの本態は酸
性条件下においてはTC　IIのB12結合能は完全に阻害さ
れるところがら，酸抵抗性のTC　IおよびTC　IIIのB12
　A）
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Fig．4　Comparison　of　elution　pro且les　of　untreated
　　　　（UB12BC＞and　acid－treated（ARBC）B12　binding
　　　　proteins　of　PV　serum．　A）Gel丘ltration
　　　　on　Sephadex　G　200，　B）Rapid　DE－52　elution
　　　　Inethod．
　　　○一〇一〇＝Untreated，●一●一●＝Acid－treated．
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Fig。5　UB12BC　and　ARBC　profiles　of　fractionated
　　　 serum　by　gel五1tration　on　Ultrogel　AcA
　　　　34．A）Normal　serum，　B＞CML　serum．
　　　　　○一〇一〇lUB12BC，●一●一●＝ARBC，
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結合能動態を示すものと考えられ，かつ，TCIあるいは
TC　IIIのB12結合能の実測値にも若干の変動が起る可能
性があると考えられた．
　以上のごとく，UBI2BCおよびARBCは疾患および病
態特異的な動態を示し，特に慢性骨髄増殖性疾患群におい
ては興味ある変動を示すことが明らかである．これらの疾
患別TC　subfractionの変動をさらに詳しく検討する目
的で，以下，ge1濾過法，　continuous　concave　gradient
elution法によるDE－52　column　chromatographyおよ
び低pH域（pH　2．5－4）等電点分画法により平行して検索
を試みた．また，CML，　PV試料につき，　a缶nity　chroma－
tographyによるTCの抽出を試み，その抽出したB12結
合蛋白につき，等電点分画法によりその異同を検討した．
3・2　各種分画法による慢性骨髄増殖性疾患群におけるB12
　　結合蛋白の分画成績
　3・2・1　Ge1濾過法
　各々の試料1m♂をUB12BCの約1．5倍の57Co－CNB12
と混和し，UB12BCを飽和した後，　c・1umnで分析を行う
とFig．6のごとく，諸家の報告9，13）とほぼ同様で，血清
の分画ではTC　I，　TC　IIおよび遊離57Co－CNB12の
peakが得られ，　TCI，　TC　IIは各々，分子量，約121，000
および38，000daltonの値が得られた．健常者血清では主
　　　A）
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峰はUB12BCの約80％を占めるTC　IIであり，これに
対し，CML血清ではTC　Iが著明に増加し，　TC　IとTC
IIの比率の逆転がみられた．　PV血清ではCMLほどの
高値ではないが同様にTC　Iに相当のpeakの増加が認
められた．膀帯血血清でもCML，　PV血清とほぼ同様の
分画patternを示し，　TC工に相当する分画が主体を占め
た．健常者LBおよびCML－LBは両者ともにTC　Iと
同じ位置に単一なpeakとして溶出した（Fig．7＞．すなわ
ち，gel濾過法ではTC　II以外は同一の溶出態度を示し，
量的な相違を除いては組成上の差異は指摘しえなかった．
　3・2・2Cont量nuous　co賦cave　grad量ent　elutio血法に
　　　　　よるDE－52　column　chromatography
　Baumstark法20）に準じて行った健常者血清の分画では
既報25）のごとく各血清蛋白は良好に分画，溶出される．こ
れに対し，57co－cNB12標識TCはFig．8－Aのごとく，
β一globulin分画の溶出位置にT（l　IIに相当する単一の高
い57Co放射活性peakを示し，皿ol濃度0．2－025　Mに
低いTC　Iのpeakが溶出した．これに対し，　CML血
清（Fig．8－B）では高mo1濃度，低pH域に単峰性の高
いTC　Iに相当するpeakを認め，約0．025　Mの低mol
濃度域に低いTC　IIのpeakを認めた．他方，　PV血清
（Fig．8－C）ではmol濃度の低い，　TC　IIの溶出位置から
C）
葱
£8．m　2
05
o．‘
o．2
4　　60　蓉．、鷺i。。1鵯q　伽　　蘭
1
，1亀、』，
RメyGy愉。鵬1邑》●穐
A　　ハTCロ
μし　　1
呂　　　　ノ・
1し、ノ　」’　、
lTco㌧　　　　　、、
’
B）
5乙岨12
翼1♂cp鵬
τC置
fre●B噛2
　　6αD280【m
4
2
　　魚△　1、　へ
汽1，　祀・
i＼！　、、　、
泡CO　　　　　　　　㌦
C，H．L
奮r●e亀2
D）
5乙。B12
剛♂咀μ吻
瑠m
1ρ
05
15
5
40 BO　　　惚0　　　120
Fr己。セion　No．
醗
ム
ハ　（　〈・C・
1、　’　．’　覧
’T℃ひし｝’　　　　　　　　㌧
COrd　5●r…
管r鱒【隔z
16
　　加　　　　　　　　　●OQ　　　　　　　　　1　　　　　　　　　　　　　　　20　　4　　　　　　00　　1DO　　t加　　1⑩
　　　　F鳳鳳t■on　No・　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fr邑ctIo【　閥。．
　　　Fig．6　Gel丘ltration　of　various　sera　on　Sephadex　G　200　column．
A）Normal　serum，　B）CML　serum，　C）PV　serum，　D）Cord　serum，○一〇一〇＝57Co
radioactivity，一一一一：0．　D　280　nm．
88 板谷晴隆・福田守道 札幌医誌
鑑隠
1．0
α5
0
2
1
0
Nom副LB－B12＼」ヲー12
日ue　d●翼tran・
1
、
8
8
FにeB12
　　　　0　　　　　　　　℃0　　　　　　　200　　　　　　300　　　　　　　40D　　　　　　500　　　　　　600「nl
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Elution　Vblume
Fig．7　Gel　filtration　of　leucocyte　binders　on　Sephadex　G　200　cQlumn，
　　●一●一●：Normal　leucocyte　binder，○一〇一〇：CML　leucocyt．e　binder，
　　×一×一×：0．D280　nm．
A） 暑
鞘
3
■．．一一一h一．層．胴一．一一’　　　　　　、リ　　　　　　　　　　　　　　　　　ヘ
ココ　　　　　　　　　　　　　　　　　　コロ
ll　　　　　　　　’
ll
β
ll
il
ほ　ぬ
1；∫
il
il
開
li
h　　　　　　　　＾lll細！＼＼
ik．＿＿一．」．．．、二頴i．．一・・一・・
　　　　　　　　　鵬
ヘヒ　りリロコ
　　　　ヨ　　　　　　　　　　κ躍　　、’一一’馬、一…一h．r『
ノ
　　　　　　　　　に’　　．．・’．
　　　　　、’鴨」嚇ξ「，
　　　　　　　　　　　一
　　　　　釧
　　　　　8
　　　　　7
　　　　　‘
噛、_、㌔，　　5
　　　、一マ
　刷．ノ
　　、～
　　．　　．
　　　　、＼＿
．o
2
7
o 淘 ω
飾，触．
醐 脚 珈
岡
C）㌔．．、．．．．．、．．．．．，鴨
　　腐ゴ
嗜陶
‘
3
2
’
o
…
旨
iiタ楠
ii
ii蓬
iil
il
、
＼噛、馬．舳
　　P㍉、、
　　　　　　　　　　　　　　　　　　型
　　　　　　　　　　ρ噸7伽醐㍑」　　　7．
’國’、’「用囲”r・・・・・・・・…一．．．．．．．鰯　　　　　　　　　　　　　‘
　ロ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヘへ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5／　 　 　 　　 　　 　 9’”噛・・．．
　　　　　　　　　　　　　　　　　「「’‘
　　　　　　　　　　　　　　　り　　ヨ　　　　　　　　　　　　　　　　、1
　　　　　’、　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、．r‘」■
　　　　　’＼　　　　　　　　　　　　　　　　．．，・・－”
　　　　　　　　　　　　　　　　　尭　 　　1　、、 　 　 　　．．，」．／’’’”
　　　　　ヒ　　　　　ヤも　　　　　　　　　ロロコドコに
』ぺ麟＝＝＝くゴ・…’…”幽－’笑＝｛二r㌧・ρ一｝』　　’
B）
3
2
1
・．．・一・門・＝．・．幽．・一F一・F－F一’．層 u
　　　　　　、　　　　　　　㌧．
コ ψ 鷺鵠，
㌫
　　　　　　　c剛L．
、’．’、冊’、曹・・…．，．壁！一，．．．
　　　　　　　群
　　　　　　　　7
・幽隔噛　　　　　　　　　　　　‘
　　　　、’幽・，・，．　　5
脚 脚
帽
籍
B　　　　，へ
1　㌦　　　　　　　　　　　　　　，　　　、
．‘
7’
ぽヨ
f　r＼　　　　’
　　．4．．＿．　馬　　　；レご二＝＿ハ、
．2■晒胃’
窯
　．
⊇’
o 卸 ω 閲 80 加
D）
7
「
ず．
．‘
‘
2
Fr，馬，
ら
，
2
発
ll
ii
li
ii
；i戸門
ii
ii
iiミ
iil
氏
1
脈・幽・幽・一・・一m・・圃一一一騨A
　　　　　　L
＼．．，＝＿一‘．．
　ゆ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　のり
　　’一幽’魑『『「’・…一・・・・…一．、一一一”一幾
ノκ
　　　　　”・、
　　　　　’
　　　　♂
1・、L　　　l　　　－
　1　　ノ　．、．，．『．．．．こト・』・・…．．‘”1’‘”
　し黒、内’・　・7．，「．
　　　　8
　　　　7
　　　　‘
、
　、9r　、　5
　　　～髄≧
圃．；
＼∫
ノ㌧h
「o 20 幻 89
㌫
贋置
2
P
醍
‘
4
2
停．蜘．
　　Fig．8　DE－52　column　c．hromatography　of　serum　B12　binding　proteins　by　continuou．s
　　　　　　　　　concave　gradient　elution　method．
A）Normal　serum，　B）CML　serum，　C）PV　serum，　D）Cord　serum，●一●一●；57Co　radioactivity，
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F三g．9　DE－52　column　chromatography　of　leuco－
　　　　cyte　binders　by　continuous　concave　gradi－
　　　　ent　elution　method．
A）Normal　leucocyte　binder，　B）CML　leucocyte
binder，●一●一●：57Co　radioactivity，●・・●・・●：pH，
一．一 FMolarity，
0．15Mの領域にかけて幅広い多峰性のpeakを認め，さら
に，0．275M付近の領域に低いTC　Iのpeakが認められ
た．三聖血血清（Fig．8－D）ではほぼPV血清と同様の分
画patternを示し，0．025　Mから0．075　Mの領域に幅広い
peakが認められた．健常者LB（Fig．9－A）では0．025　M
から0．225Mの領域に幅広いpeakが認められ，主峰は
0．04M付近に溶出された．他方，　CML－LB（Fig．9－B）は
同様に0．04Mから0．5　Mの領域に多峰性の幅広いpeak
が認められるが，主峰は0．08Mから0．11Mに溶出され，
CML－LBは健常者LBに比較し，よりmol濃度の高い
領域に主峰が移動し，健常者LBではよりmol濃度の低
い領域で大部分のLBが溶出された．
　3・2・3低pH域（pH　2．5－4）等電点分画法
　すでに福田26），Natori6）により報告されているごとく，
TC　IとTC　IIは通常のpH　3－10域Ampholineを使
用することにより明瞭に分離され，TC　Iはpl　3前後，　TC
工1はpl　6．2，6。5を示すことがみとめられている．しかし
ながら，TC　Iの精密な分析にはより低pH域の等電点分
画法が必要である．低pH域等電点分画法の実験に関し
てはすでにStenman　and　G■註sbeck27），松村ら28）などの
報告があるが，その実施法に関して問題が少くない．この
目的にLKB社製低pH域Ampholine（pH　2．5－4）を用
い，まず，pH　curveにつき予備実験を行った．まず，試
料を添加せず，marker　dyeとしてのmethyl　redと
Ampholine　のみで泳動を行うとcolumnの両端を除き
pH　2．5－4領域はFig．10のごとく良好な直線性を示し，
また，marker　dyeであるmethyl　redも陰極側，　column
上端，pl　3．75付近に細い赤色の帯を形成し，分離が良好で
あることを示した．
　従って，pl　6．5前後を示すTC　IIはcolumnのpH
2，5－4域よりはずれ，酸性のplを示すB12結合蛋白群の
より詳細な分析が可能と考えられた．健常老血清の分析で
はpl　3．48を有する小peakのみが認められた（Fig．11－
A）．これに対し，CML血清ではpl　3．25に主峰を有し，
pl　2．89に肩を有する高いTC　Iのpeakが認められた
（Fig．11－B＞．　PV血清ではpl　3．26からpI　3．95にかけ多
峰性の連続したpeakが認められ，主峰はpl　3．52から
σD280nm
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3．g5であった（Fig．11℃〉．贋帯血血清でもPV血清同様に
pl　3．3から3．92にわたり多峰1生の連続したpeakが認めら
れた（Fig．11－D）．また，健常者LBはpl　3．9に主峰を有
し，pl　3．08から3．9にわたる幅広い連続したpeakを示し
た（Fig，12－A）．一方，　CML－LBはpl　3．2，3，27，3．363，44，
3．80に主たるpeakを有し，　pl　2．8から4前後まで幅広い，
多峰性のpatternを示し，主i峰は健常者LBた比べ，よ
り酸性の領域に溶出した（Fig．．12－B＞，
3・3A伍nity　chromatography　lこよる健常者，　CMLお
　　よびPV血中のB12結合蛋白の抽出
　A岱nity　chromatographyの操作の対照として試みた
健常者血漿中では主体を占める不飽和のB12　binderは
TCIIであり，TCIは少量であるため，健常者血漿の
a岱nity　chromatography呼こは既述のごとく，Allen　and
Malerus23）のTC　II分離用bu鉦er　systemを用いた．
健常者血漿（Table　2）240皿Z，　UBI2BC　345．2　ngを出発試
料としてcolumnに添加し，順次，緩衝液で溶出を行った
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A）Normal　leucocyte　binder，　B）CML　leucocyte　binder，
○一〇一〇：57Co　radioactivity，．・一．一一一・：pH，一：O．D　280　nm．
pH
駁9
蜘
4の
飢6）
2
1
Fig．12
Table　24がη御盈7柳0〃Zα彦097Uρ1酬げ7ZOηπα♂伽η3αηρ’α∫ηZα0π
B12－88助α7り5θω♂π7πη
VOL　UB12BC　YIELD　　PROTEIN　　　SP，　ACT．　　　PURIF．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　INDEX（mの　　（ng）　　　（％）　　　　（mg＞　　　（ngUB12BC／mg）
Plasma
Initial　wash
O．1mSod。　phosph．
0．1mPot．　phosph．
0，1mglycine－NaOH
H20
7．5mguanidine
240
230
21
175
600
46
29
345．2
　1．67
　0．012
　0
　0．708
　0．308
130．6
100
　0．5
　0
　0
　0．2
　0．1
37．8
12，408
12」213
　247
　　40．3
　　21．6
3．5
0．0278
0．0001
0．0001
0
0．0328
37．3
1
0．0035
0．0018
1．188
1，343
が，試料添加時の流出液中に大部分の蛋白が溶出されるも，
UB12BCはほとんど認められない．また，0．1　M　sodium
phosphate，0．1　M　potassium　phosphate，0．1　M　glycine－
NaOHなどの緩衝液を用いてもUB12BCはほとんど溶出
されず，7．5Mguanidine－HCIを含む0．1　M　potassium
phosphate（pH　7．5）緩衝液で出発試料の37．8％のUB12BC
が回収され，蛋白量は0．028％のa51ngであり，蛋白当り
のUB12BC活性は37．3　ng／mgとなり，出発試料の1，343
倍のpuri丘cation　indexが得られた．
　CML血清（Table　3）では116　mZの血清を0．139　M
NaC1加0．0154　M　Tris－HC1（pH　7．4）の緩衝液で希釈
し，五1terで濾過した後，282　mJの試料を出発試料として
columnに添加した．試料添加時columnの流出液中に
はやはり大部分の蛋白が溶出されるが，以後のα1M
pyridine，0．1　M　glycine－NaOH，0．1　M　potassium　phos－
phateなどの緩衝液ではUB12BCはほとんど溶出されな
い．一方，5Mguanidine－HCI加0．1Mpotassium　phos－
phate（pH　75）緩衝液でごく少量のUB12BC（2．9％）が溶
出されるが，さらに次いで溶出した7，5Mguanidine－HCl
緩衝液（1）では12％のUB12BCが溶出され，出発試料に
比べ 71倍のpuri丘cation　indexを得，また，次いで19
時間後に再度，同緩衝液で溶出した分画（II）では33．2％の
UB 2BCが溶出され，472倍のpuri丘cation　indexが得ら
れた．
　PV　1血漿（Table　4）では115　mJの血漿をCML血清の
場合と同様に，0．0154MTris－HC1緩衝液で希釈，濾過し
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Table　3z4がηガ砂Cん7ηη多α≠θ9ゆ1吐y（ゾ6んプ。π∫6興y8109θηα4516説8〃z如
5θ㍑η呂0η、B12－5⑫肱γ05θ60ZπηZπ
VOL　UB12BC　YIELD　　PROTEIN　　　SP．　ACT．　　　PURIF，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　INDEX（mの　　（ng）　　　（％）　　　　（mg）　　　（ngUBI2BC／mg）
Seru血
Initial　wash
O．1mpyridine
O．1mglycine－NaOH
；0ユmPot．　phosph．
5mguanidine
7．5mguanidine　I
　・…　　　　　　　　II
　・…　　　　　　　III
　282　　　　1，001
　317　　　　33．3
　26　　　　　0
1，862　　　　0
　72．7　　　　　　0．29
　61　　　28．6
　33　　　120．5
　68　　　332．3
　21　　　　11．8
100
　3．3
　0
　0
　0
　2．9
12．0
33．2
　1．2
3，700
3，180
　　0
　　0
　　1．4
　　4。0
　　1．2
　　2．6
　　1．．2
　0．27
　0．01
　0
　0
　0．21
　7．16
100．5
127．79
　9．78
1
0．04
　0．8
26．4
371
472
36
Table　4ノ4がη4y　61詐ηηzα彦09吻1乞ly．げρoり釧漉8〃躍αη67なリウZα5ηZα
0ηB12－5ゆ肱r・58ご・Z㈱η
VOL　UB12BC　YIELD　　PROTEIN　　　SP．　ACT．　　PURIF．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　INDEX（mの　　（ng）　　　（％）　　　　（mg）　　　（ngUB12BC／mg）
Plasma
Initial　wash
O．1mpyridine
O．1mglycine－NaOH
O．1mPot．　phosph．
5m．　guanidine
7．5mguanidine　I
　・・　　　　”　　　工1
　・…　　　　　　　　III
　276
　305
　26
1，822
　77
　55
　19
　24．5
　23
126
36．9
　0
　0
　0
26．6
　5．1
14．8
　2．4
100
29．3
　0
　0
　0
21．1
　4．1
11，7
　1．9
8，701
8，830
　　0
　　0
　　0
　　9．4
　　1．1
　　1．5
　　1．0
0．0145
0．0042
0
0
0
2．83
4．66
9．83
2．42
1
0．3
195
322
678
167
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Fig．13　Low　pH　range（2．5－4）lsoelectric　focus．ing　of　B12　binding　proteihs
　　　　　　of　sera　of　CML　and　PV　after　a伍nity　chromatography．
　　　A）CML　serum，　B）PV　plas皿a，○一〇一〇：57Co　radioactivity，一・一・一＝pH．
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た後，276mZを出発試料としてcolumnに添加すると，前
2者と同様，試料添加時の流出西中に大部分の蛋白が溶出
したが，同時に29．3％のUB12BCも溶出された．しかし，
0ユMpyridine，0．1　M　glycine－NaOH，0．1　M　potassium
phosphateの三つの緩衝液では蛋白，　UB12BC共に溶出さ
れず，5Mguanidine－HCI緩衝液で21．1％のUB12BC，
7，5Mguanidine－HCI緩衝液（1）で4．1％，19時間後の同
緩衝液による溶出（II）で11．7％のUB12BCが溶出され，
最：高のpuri丘cation　indexは7．5　M　guanidine－HCI緩衝
液による溶出（II）における678倍であった．
　また，これらa缶nity　chromatography虚こよるpuri且ca－
tion後，7．5　M　guanidine－HCI緩衝液により溶出された
分画をpoolした試料を低pH域等電点分画法にて分析す
ると，CML血清では主たるpeakはa伍nity　chromato－
graphy後も，　pl　2．91，3．13とpl上，大差を示さなかっ
た（Fig．13－A）．また，　PV血漿ではa伍nity　chromato－
graphy前に比べ，その後はより酸性側のplを示す分画
の低下をみたが，主峰はpl　3，81とほとんど変化を示さ
なかった（Fig．13－B）．しかしながら，やはりa田nity
chromatography後においても，両者についてそれぞれ明
らかに異なるpl組成がえられ，　isoproteinとしての両者
の質的差異が実証された．
4　考　　按
体液中のB12結合蛋白には血漿中のTCI，TCHに加え，
“R－binder”と総称される数種のB12結合蛋白29～31）が知
られている．1972年，Bloom丘eld　and　Scottlo）は健常老
血清を分析し，9el濾過法ではTC　Iの分離態度を示し，
DEAE－C　chromatographyでTC　IIの性格を呈する
B12結合蛋白の存在を認め，これを従来のTC　I，　TC　IIと
異なる第3のB12結合蛋白として“TC　III”と呼称した．
また，CarmeP1）も同様な報告を行った．これらの報告に
より血中の第3のB12結合蛋白“TC　III”の存在が俄か
に注目を集めたが，同時に“TC　III”と従来のPV－binder，
FTC，　LBなどとの異同が問題となり，現在なお必らずし
も意見の一致がみられていない．従来からTC　IIを除い
た血清内B12結合蛋白，すなわちTCIを含むいわゆる
R－binder群（Grasbeck）については穎粒球系細胞poo1
の多寡と密接に関連することが見出されてきた32鐸36）．な
かでもCMLにおけるTC工の異常増加はその血中B12
量の増加とともにCML診断の重要なparalneterとされ
てるが34，37＞，さらにRachmilewitz麗αム38）は急性前骨髄
性白血病においても同様のTC工の増加を報告した．他
方，Hall　and　Finkler7）の“PV－binder”の報告の他に
Rachmilewitz　8’磁39）もPV症例の血清TC　subfraction
につき，治療前後で検討を行い，治療後，UB12BCおよび
“TC　IIP’の低下を確認している．このようにPVの病期の
活動性と“PV－binder”の：量とは良く相関している．我々
の症例でも未治療のPV症例ではすべてに“PV－binder”
の出現を認め，32P治療により軽快した症例では“PV－
binder”は消失し，　TC　IIが主体を占めており，PVの病
態を把握する上で非常に良、い指標となり，2次性の多血症
との鑑別には有用であった．このように，R－blnderの動態
は臨床上，慢性骨髄増殖性疾患群の疾，患、の診断，病態の把
．船上，非常に良い指標となる．従って，これら個々のB12
結合蛋白の異同の分析とともに，臨床診断上，これらR－
binder群の簡便な測定法，　screeningとしてのARBCは
非常に有用と考えられる．
　1959年，Miller　and　Sullivan40）1よ酸に抵抗性を示すB12
結合蛋白の存在を示し，それがseromucoid分画に属し，
CML症例血清中にこの酸抵抗性のB12結合蛋白が増加
し，電気泳動上，α1一α2910bulin分画に泳動されることを
報告した．
　さらに，1973年，Gilbert16）は雨粒球turnoverの充進
ずる骨髄増殖性疾患群でのこれらα1一α2globulin分画の
B12結合蛋白の上昇に着目し，　ARBCの測定を行い，CML，
PV，類白血病反応症例血清でのARBCの著増，穎粒．球減
少症症例血清でのARBCの低下を報告している．
　今回の我々の検討においてもARBCIUB12BC（％）は健
常者1血清では13．9％に対し，CMLでは85．8％，　PVでは
57．1％と高値を示し，CML，　PVの治療例では低値を示し，
慢1生骨髄増殖性疾患群の病態を良く反映している．また，
酸1田下で57CrCNB12を標識した試料（ARBC試料）を
Sephadex　G　200　columnでge1濾過を行うとTC　IIの
peakは消失し，　TC　Iの溶出位置に単一のpeakのみが
認められ，同試料をDE－52　colunln　rapid　elution法で
分画すると，0．06Mphosphate　bu旋r，1MNaCl　bu晩r，
各々で溶出される二つのpeakを認め，各々，TC　III，　TC
Iの分離特性を有することが認められた．また，血清を
Ultroge1でまず分画した後，各分画につきUB12BC，
ARBCを検討し，　TC　I，　TC　IIのpeakを確認すると，
やはりTC　IIにはARBC活性は認められず，酸性下に
おけるTC　IIのB12結合能の阻害が確認された．また，
一方，TC　Iのpeakに関してはARBCはUB12BCを
約20％越えるB12結合能を示しており，　TCIあるいは
TC　HIは酸処理により若干，　B12結合能に変化をぎたす可
能性のあることを示唆している．Gilbert41）もpH　1．5の
酸1生寝においてB12結合能に若干，変化をきたすことを報
告している．この様に，ARBCはTCIIのB12結合能が
阻害され，TC　I，　TC　IIIを合わせたR－binderの総体を
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表わすものと考えられる．しかも，ARBCのDE－52　colu－
mn　rapid　elution法上の分画では，　CMLではTC　1が
85％と主体を占め，TC　IIの位置に溶出したTC　II1は
15％であるのに対し，PVでは22％のみがTC工分画に
溶出し，残りの78％がTC　IIの位置に溶出されるPV－
b呈nderであり，同じ骨髄増殖性疾患群であるCML，　PV
でも，CMLにおけるTC　Iの著増，　PVでのPV－binder
の著増を示し，各々の疾患の特異性を明らかにできた．ま
た，ARBCはCML，　PVなどの骨髄増殖性疾患群の状態
を反映しており，病態把握上，臨床的に極めて重要と考え
られる．しかし，一方，これら各種疾患，病態においては
これらB12結合蛋白の変化とともに，　B12自体の代謝の変
化も伴なっている．従って，現在のUBエ2BC，　ARBCによ
ってはB12によって不飽和1のB12結合蛋白の動態のみし
か把握されず，既にB12により飽和された蛋白も含めたR－
binder総体を測定できる方法，すなわち，　R－binderの
radioimmunoassay42）などの確立が今後，必要と思われる．
　これら，CMLにおけるTC　I，　PVでのPV－binderお
よび既報の“TC　III”のお互いの異同につき詳細に検討す
るため，我々はさらに分析を試みた．Gel濾過法による対
比成績ではCML－TC　I，　PV－bidder，　LB，　FTC間に差異
は認められず，約121，000daltonを示し，既報のHom　and
Olesen13），　Stenman9）らの報告とほぼ一致した．これに
対し，DEAE－C　column　chrQmatographyによるTCの
分画法としては，2種の緩衝液を用いるRetief　8如乙】4＞の
rapid　elution法，5種の緩衝液を用いたKumar⑳磁15）
のstepwise　elution法およびHall　and　Finkler3）のcon－
tinuous　concave　gradient　elution法がある．　Retief　6彦
α乙14）の方法はbaby　columnを用い，0．06　M　phosphate
緩衝液（pH　6．3）によりβ一globulin分画すなわちTC　II
を溶出し，さらに，1MNaClでα一910bulin分画，　TC　I
を溶出するものであるが，0．06M　phosphate緩衝液によ
る溶出が充分でない場合にみられるpseudopeakの出現
を防ぐため，教室のLL体・福田21）はcolumn容積および
溶出緩衝液量を増し再現性を高めた．我々も，今回ARBC
の検討において本分画法を追試し，良好な分離をえて，TC
IおよびTC　IIIの動態を良く把握しえた．しかし，一般
にこれらstepwise　elution法では各種B12結合蛋白の溶
出特性に関する詳細な分析が困難であるためgradient
elution法による分画を試みた．このさい，前述のHall
and　Finkler法3）では溶出濃度勾配をf乍製するさいの1im－
iting　bu挽rの濃度が低く，　TC　Iの充分な溶出がえられ
難いことから，0．8MKH2PO4をlimiting　bu旋rとして
用いるBaumstark法20）を用いた．本法による健常者血
清，CML血清の分析ではgel濾過法および等電点分画法
による分画成績と良く相関し，TC　I，　TC　IIの変動を明瞭
に把握でき，さらに，PV－binder，　FTC，　LBなどTC　III
様の特性を有する蛋白は前2者と異なり，TC　IとTC　II
の中間に特異な分画patternを示して溶出された．また，
前述のstepwise　elution法に比べ，より詳細にTC　III
様B12結合蛋白の分離態度を分析でぎ，非常に優れた方法
と考えられる．
　また，等電点分画法によるB12結合蛋白の分析は
Stenman43），　Natori6）らにより報告されているが，　Natori
はpH　3～10域のampholytesを用い分画し，　TC　Iに関
してP工2．9，3．5，3．9の三つのpeakを認め，　microhetero－
geneityの存在を確認した．しかし，　pH　3～10域等電点
分画ではPI　3前後を示すTC　Iの分析には未だ不充分で
あり，今回，我々はより酸1生のplを示すTC工，　TC　III
らR－binder群の分離同定にpH　2．5～4域Ampholine
を用いた低pH域等電点分画法を行い，各B12結合蛋白
間の同定上非常に優れた成績をえた．既述のごとく，CML－
TC　Iは最も酸性のplを示し，健常者TC工はCML－
TC　Iよりも若干，中性側のplを示し，　TC　IIに比べ低
いpeakとして出現した．さらに，　PV－binder，　FTC，　LB
では前2者よりもさらに中性側にIli畠広い，　heterogeneous
なpeakとして分画され，各B12結合蛋白間の差異を明瞭
に示した．既にStenman　and　Grasbeck27）は酸性のpI
を有するTCを分析すため，特種な低pH域等電点分画
法を試みたが，泳動に5日間もの長時間を要すること，pH
cu veが必らずしも直線的でないなどの欠点があった．今
回，我々の用いた，pH　2．5～4域のAmpholi皿eを使用す
る低pH域等電点分画法は泳動がより短時聞でよく，また，
columnの2／3を占めるpH　2．5～4域のpH　curveはほ
ぼ直線性を示し，試料の前処理，他のTC　subfractionの
除去などの必要なしにTC　I，　TC　IIIなどの酸性等電点を
有するB12結合蛋白を容易かつ明瞭に分析でき，これらの
目的に優れた方法であった，また，本法によりえられた各蛋
白の等電点の差異は前述のBaumstark法によるDEAE－
Ccolumn　chromatographyの分画所見と良く相関し，こ
れらisoprQteinの分離に等電点の差が役割を演ずること
を証明しえた．
　さて，上述の分析は何れもこれらB12結合蛋白がいわゆ
るtrace　proteinであるため，57Co－CNB12により標識す
る，すなわち，体液試料内のUB12BCを指標として検索を
行ってきたものであった．1972年，Allen　and　Majerus23）
はCNB12のmonocarboxylic　acid　derivativeを固相化す
ることによりB12－Sepharose　columnを作製してa伍nity
chromatographyを行い，ヒトgranulocyte　binder，血
漿中TC　II，胃液IF，　milk　binder，　salivary　binderな
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どを初めて精製し，分析を行うことに成功した23・翰．
A伍nity　columnよりの溶出には5又は7．5　M　guanidine－
HC1を使用し，その後，　B12添加緩衝液で透析し，　renatura－
tionを行い，高濃度にBユ2結合蛋白を回収するものであ
る．その結果，granulocyte　binder，　TC　I，　TC　IIIなどの
R－binderはアミノ酸分析上では分子量，約58，200で，9el
濾過法でapparent　molecular　weight　121，000～150，000
daltonを示す，33～40％の糖成分を含むglycoprotein
であることを確認した45）．他方，TC工1は分子量56，000
で，糖成分を含まず2個のsubunit組成を有する蛋白と報
告した23）．今回，我々はAllen　and　Majerusの方法23）に
準じ，CNB12のmonocarboxylic　acid　derivativeを作
製し，AH－Sepharose　4Bにcouplingを行い，　CNB疋2を
固相化し，抽出を試みた，我々の症例では正常人血漿，
1，343倍，CML血清472倍，　PV血漿678倍に純化したが，
AIIen　and　Majerus23）の結果に比べ，　puri丘cation　index
が低いが，等電点分画法実施には支障がなかった．Puri丘一
catiQn　indexの低い点については第1に出発試料量が少
ないこと，および等電点の変化を最小限に抑えるため他の
精製操作の繰返しを避けたことによる．勿論，出発試料中
のB12結合蛋白濃度の差異，個々のbinderのa缶nityの
違い，column溶出緩衝液系の差異などによる影響も否定
できない．
　さて，これらa伍nity　chromatographyをこよって得ら
れたCML，　PVのbinderの差異に関し，低pH域等電
点分画法で分析を行った結果，a伍nity　chromatography
前後にて，主峰のplの半面はみられず，　CMLではpI
2．91，3．13と酸性のplを示し，　PVでも主峰はpl　3．81前後
と中性側に認められ，面変を示さなかった．ただし，後者
では酸性側の成分の消失がみられた．このようにa駈nity
chromatography後においても，　CML，　PV両者間におい
ては明確なpIの異なるcomponentより成り立っている
ことが明らかであり，両疾患において著増するB12結合蛋
白の組成は等電点分画上，本質的に異なるものと考えられ
る．なお，PV試料において，　afHnity　chromatQgraphy
後，より酸性側の成分が消失し，pl　3．81の単一のpeakを
示したことは，columnの溶出に蛋白変性剤である7．5　M
guanidine－HCIを使用したことによる軽度の蛋白の変性
によるものか，あるいは糖鎖成分などの変化による溶出態、
度の変化によるものと推定される．このように，若干の特
性の変化をきたすことはStenman3。）によっても指摘され，
また，TC　IIのge1濾過法による分子量を56，000と報告
したAllen46）がほぼ一年後この値がTC　IIの分離操作中
のaggregationによることを正式に認め，訂正したことか
らもうかがうことができる．しかしながら現在のところ，
B12結合蛋白の抽出にはa伍nity　chromatographyは最も
優れた方法であり，現在，我々も母乳内milk　binder，　IF－
B12　receptor分析24）に同様の方法を用い良い成績をえて
いる．
　さて，これら各種の分画法にて特異的な分画態度を示
す これらR－binder群の由来，あるいは異同などに関し
て種々の検討が試みられている．
　Stenman30）は血漿，血清，飯粒球，羊水，母乳，唾液お
よび胃液中のR－binderをgel濾過法および等電点分画
法にて分析し，これらのR－binderはpl　2．3から5付近
に幾つかの共通したp工を有するisoprotein群より成り，
各R－binderは各々のisoproteinの組成比率が若干異な
っているのみであり，全く異なった別個の蛋白ではなく，
例えば，myelogenic　originと考えられる昏乱球および
血漿’中のR－binderは4．2以下のp1を有し，　glandular
origi を推定される母乳，唾液中のR－binderは4．0から
5．0のplを有し，これらR－binderは糖成分の種々異なる
microheterogeneityを示す蛋白群であると述べている．
また，Begley　and　Hal147）は近年，　B12結合蛋白，特にR－
binderの中のTC工，　TC　IIIの測定法の検討を行い，先ず，
血漿中のUB12BCのTC　I工分画をammonium　sulfate
にて沈澱し，上清中のR－binderをさらにDEAE－Cの
batchwise　separationにて二つの分画，α1－R，α2－Rに分
け，各々，αrRはTC　I，α2－RはTC　IIIあるいはPV－
binder，　FTCなどに相当すると報告した．α1－Rは主に
p工2．9～3．2を示す一方α2－Rは主にpl　3，6以上を有し
た．また，各種疾患でのこれらの分画を検討し，CML血
漿ではα1－Rが大部分を占め，PVではα2－Rがα1－Rの
3～4倍を占め，等電点分画上では，CMLでは29，3，0，3．1
のP工を有し，PVでは3．4，3，6，4．0のP工と，各々異なる
p工を示したと述べている．これは我々の実験結果と同様
と考えられる．
　すなわち，我々の低pH域等電点分画法による分析でも
CML－TC　Iは最も酸性のP工を示し，　PV－binderは健常
者TC　Iよりもさらに中性側寄りに主峰を有するhetero－
ge且eQusなpeakであった．このように，我々の今回の実
験結果から考えると，CML－TC　I，健常老TC工，　PV－
binderは1部同じp工を有しoverlapする部分も・みられる
が，等電点分画上からも明らかなように，単にStenman30）
が報じているように，異なる比率のisoprotein群という
のみではなく，各々，疾患特異的な，勿窃uoにおけるそ
の病態生理を表わしている特霊的なものではないかと推測
される．
　R－binder群の由来について，近年，種々の報告4s・49）が
あり，特にTC工，　TC　I工工については白血球由来と考え
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られつつある．今回の我々の実験でも健常者LBとCML－
LBとの対比で何れもTC　III相当のbinderを多量に含
むこと，CML↓Bではより酸性の等電点を有するものが
多いことが見出されたことは血清のTCI，　TCI工1の由来
にある程度穎粒球poolが関与する可能性を示しているよ
うに考えられる．
　また，これらR－binder群の機i能についてはBurger砿
α乙50）は1251－human　TC　I－57Co－CNB12，1251－humall　gran－
ulocyte　R－protei11－57Co－CNB12および1251－human　TC
III－57Co－CNB12を家兎に注射し，　plasma　clearance，　turn－
overを検討している．これによりgranulocyte　binder
およびTC　I工臨は急速に，特異的に肝によりuptakeされ，
B12を肝に担送することを認め，　granulocyte由来のR－
binderの特異的な担送機能を明らかにしている．この
機序は，glycoproteinの末端のgalactose　residueが
glycoproteinのhepatocyte　plasma　membrane　receptor
への結合に重要であり，このgalactose　residueの消失あ
るいはさらにgalactose　residueへのsialic　acidの結合
などによりこのreceptorとの結合能力が消失するという，
Aschwell　and　Morel151）をこよって提唱された“asialog－
lycoprotein”の概念によって説明が試みられている．ま
た，同実験において，granulocyte　binderおよびTC　III
はTC　Iの数倍のturnover　rateを示し，血中より早く
除去されるが，TC　Iもneuraminidase処理によりsialic
acdを除去するとTC　Iも急速に血中より除去されること
を認め，さらに先の概念を裏付けている．このように，TC
IおよびTC　IIIの間における構造的な差異，　DEAE－C
column　chromatograhy上での溶出態度の違い，　Plasma
clearanceの違いなどによりTC　IIIにはTC　Iと異な
った機能があるのではないかと推測されている．彼らは，
このR－binderは生体において壊死部あるいは感染巣に遊
出したB12を細菌などと拮抗して，特異的に肝へ担送する
という生体防御の生理的意義を有しているのではないかと
推測している．
　このように，TC　I，　TC　IIIを含めたR－blnder群は各
々，異なった生化学的特性，疾患特異性を有しており，今
後，白血球細胞の中でも異なった成熟，分化過程の各細胞
間でのR－binderの生化学的あるいは機能的差異などの検
討がさらに必要かと思われる．
5　結　　語
　慢性骨髄増殖性疾患群とされている慢性骨髄性白血病
（CML），真性多血症（PV）の血中のVitamin　B12（B12）結
合蛋白をacid　resistant　B12　binding　capacity（ARBC），
DEAE－C　column　chromatography，低pH域等電点分
画法およびB12－Sepharose　colum且a田nity　chromato－
graphyにより分析し，以下の結論を得た．
　1）ARBCの検討では，　CML血清は3，629±1，16g　P9／
m♂，PV血清は1，271±541　pg／m♂を示し，健常者血清に比
べ，UB12BCの増加と共にARBCの増加を示した．
　2）ARBCの分析より，ARBCはTC　IIを除く，　R－
binderの総体を示し，　CMLではTC　Iの増加，　PVでは
TC　III様性格を有するPV－binderの増加が認められた．
　3）Continuous　concave　gradient　elutiQn法による
DEAE－C　column　chromatographyでは，　CML－TC　I
はmol濃度の高い領域に単一なpeakとして溶出したが，
PV－binderはTC　I工溶出の領域からTC　Iの領域にか
けて幅広い，heterogeneousなpeakとして溶出した．
　4）低pH域等電点分画法では，　CML－TC　IはP工2．89，
3．25を有し，PV－binderはpl　3．26から3．95にかけて
heterogeneousな多峰性のpeakを示し，両者のDEAE－
Ccolumn　chromatQgraphyをこよる溶出態度と良い相関
を示した．
　5）A缶nity　chrolnatographyを用い，　CML－TC　Iは
472倍，PV－binderは678倍まで抽出できた．そのa缶nity
chromatography後の低pH域等電点分画法による分析
では，CML－TC　Iはpl　2．91，3．13，　PV－binderはpl　3．81
を示し，明らかな差異を有していた．
　以上のことから，同じ骨髄増殖性疾患群であるCML，
PVにおいて，各々，増加するB12結合蛋白はpl，　DEAE－
Ccolumn　chromatographyをこおけ’る溶出態度など生化
学的差異を有しており，各々，疾患，病態特異性を有する
ものと推測される．
　稿を終えるにあたり，御指導，御校閲いただいた漆崎一
朗教授，ならびに教室員各位に深謝いたします．
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